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第1章 序論 
 
 
 
 
1.1 研究背景 
ナノテクノロジーとバイオテクノロジーが融合したナノバイオテクノロジーは，
生体材料の持つ自己組織化能力や生体分子そのものの機能を活かすことで独創的な
材料の創製を可能とする分野である．バイオテクノロジーは遺伝子工学や細胞工学
の技術を利用して，医療等に役立つものを開発する技術であるが，ナノバイオテク
ノロジーでは，DNA やタンパク質等，ナノスケールの大きさを持つ生体分子を利用
して新たな機能性材料やナノデバイスを作り出し，それを医療やエレクトロニクス
など，様々な分野へ応用することが期待されている．ナノスケールの構造体を作り
出す加工手法として，原子，分子を薄膜形成技術により積層する，あるいは，生体
分子やナノ粒子を集積化することによりナノ構造体を構築するボトムアップ手法が
注目されている．この手法を必要とするナノバイオテクノロジーにおいて，精巧な
自己組織化能や分子認識能などの特徴を有する DNA は，極めて重要な材料になると
言える．また，これに伴うナノ微細加工技術の発展により，生体分子と同程度の大
きさを持つ規則的なナノ構造体の作製が可能となっている．これにより，生体分子
を単分子レベルで操作してナノメートルサイズの構造物を作ることが可能となって
おり，新たなナノデバイスの創出が期待されている．この技術は非常に幅広い応用
が見込まれており，バイオ MEMS，ナノマシンといった分野だけでなく，医療応用
を目指したナノ医療機器，ナノ DDS，再生医療などの研究も盛んに行われている． 
ナノバイオテクノロジーにおける先駆的な研究として，ニューヨーク大学の
Seeman らは，DNA が 2 重らせんを自発的に形成することを利用し，6 つの異なる
DNA の断片からキューブ構造を作った[1]．DNA 鎖から形成される 8 面体の一辺は，
それぞれ DNA が 2 本鎖を作っており，それが様々に分岐するよう設計することでこ
の構造体を形成している．また，カリフォルニア工科大学の Rothemund は，1 本鎖
の長い DNA と短い DNA から自己組織化により 2 重らせんを作らせ，それらを編み
込むことで DNA 折り紙と呼ばれる二次元構造を作り出した[2]．この手法では，塩基
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ラス基板に移し取る．ここで，基板と溶液と大気の界面においてメニスカスフォー
スが働き，DNA がガラス基板に移し取られるときに伸長固定されると考えられてい
る．この手法では，多くの DNA 分子を基板上へ伸長できるが，そのメカニズムが明
らかになっていないことから固定位置が不定である点に問題が生じる．また，この
方法を利用して金属被覆された DNA ナノワイヤの電気的特性評価を行うには，ナノ
ワイヤの両端に微細なプローブを正確に接触させる必要があるため，その位置合わ
せが困難である． 
 
 
そこで，電極間にナノワイヤを配置するために，金属被覆 DNA ナノワイヤが混合
した溶液を微細電極間に滴下することで，導通したナノワイヤの特性を評価する研
究例も存在する．しかし，この手法では偶発的に導通したナノワイヤの特性しか評
価することはできず，また，電極とナノワイヤとの間で大きな接触抵抗が発生する
点に問題がある[30]． 
金属被覆前の DNA を電極間に伸長固定する方法としては，金電極上に固定化した
オリゴヌクレオチドに金属被覆する長鎖 DNA をハイブリダイゼーションさせる方
法がある（Fig.1.2）[10]．この手法は，長鎖 DNA の両末端にオリゴヌクレオチドと
対応した塩基配列を持たせ，電気泳動と流体の流れを利用することで DNA を電極間
に誘導し，固定化を行う．このとき，DNA は電極上に固定化された状態で金属被覆
されるため，ナノワイヤと電極間の接触抵抗は小さくなると考えられる．しかし，
DNA 分子の分離操作は行っていないため，単分子レベルでの伸長固定及び金属被覆
Fig.1.1 メニスカスフォースを利用した DNA の伸長固定 
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Table1.1 従来研究で形成された金属被覆 DNA ナノワイヤの仕様 
Author Year 
Length 
[μm] 
Metallic 
material 
Average 
diameter [nm] 
Resistance 
E. Braun 
et al.[10] 
1998 16 Silver 100 1-30 MΩ 
T. Torimoto 
et al.[21] 
1999 3.4 
Cudminm 
sulfide 
3 ― 
J. Richter 
et al.[13] 
2000 16 Palladium 20-40 ― 
W. E. Ford 
et al.[9] 
2001 ― Platinum 2-8 ― 
J. Richter 
et al.[11] 
2001 16 Palladium 50-200 743 Ω 
K. Keren 
et al.[27] 
2002 12 Silver/Gold 50-100 25 Ω 
O. Harnack 
et al.[8] 
2002 2 Gold 30-40 2,400 Ω 
F. Patolsky 
et al.[28] 
2002 16 Gold 10 ― 
C. F. Monson and 
A. T. Woolley[12] 
2003 0.75 Copper 3 ― 
H. A. Becerril 
et al.[18] 
2004 16 Silver 30 ― 
Y. F. Ma 
et al.[19] 
2004 16 Polyaniline 10-50 Very high 
D. Nyamjav 
et al.[22] 
2005 16 Iron 25-45 ― 
M. Fischler 
et al.[26] 
2007 0.3 Silver/Gold 10 ― 
R. Mohammadzadegan 
et al.[23] 
2008 2.8-9.5 Silver 57 ― 
S. Kundu 
et al.[14] 
2008 1-2 Gold 10-30 83-109 Ω 
K. Kobayashi 
et al.[17] 
2008 16 Pd/Cu 100-200 0.7-3.7 GΩ 
J. Liu 
et al.[29] 
2011 16 Gold 32 ― 
A. C. Pearson 
et al.[30] 
2012 2 Gold 33 2.4 kΩ 
Y. Geng 
et al.[31] 
2013 2 Au/Cu 30-40 3.2 kΩ 
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1.3 研究の目的 
 
本研究では，還元基を有するインターカレータを用いることで 2 本鎖 DNA を特異
的に金属被覆し，その電気的な特性を明らかにすることを目指している．そして，
単分子 DNA に相当する大きさを持ったナノチャネルを利用することで単一のナノ
ワイヤを形成してその電気的特性を調べ，最終的には，本技術を応用して部位特異
的に金属被覆された DNA を形成し，医療診断マーカーとして期待される DNA 分解
酵素を検出するセンシングデバイスを構築することを目的としている． 
インターカレータを用いた本手法では，DNA の周囲に還元基を配列させることが
できるため，均一な径を持ったナノワイヤを形成できる可能性があり，また DNA に
対する合成処理を必要としない．さらには，インターカレーションを利用して還元
基を配列させるため，2 本鎖 DNA（dsDNA）を特異的に金属被覆できるという特徴
を有している．このような特異性を持つ研究例は他に存在せず，高い新規性を有し
ている．そこで，まず，同じ鎖長の 1 本鎖 DNA（ssDNA）と 2 本鎖 DNA を用いた
比較実験を行い，インターカレーションを利用した金属被覆が 2 本鎖 DNA に対して
特異的に行われることを実証する必要がある．そして，金属被覆された 2 本鎖 DNA
を導電性ナノワイヤとして活用できるかを調べるために，その電気的な特性を明ら
かにする．このとき，本研究が利用した交流インピーダンス法は，測定対象の周波
数特性を調べることで等価回路を推定することができる．金属被覆操作前後の導電
性を交流インピーダンス法により評価し，DNA の等価回路を電気的に求める研究例
はこれまでに無く，特性の評価方法においても新規性を有している．このとき，DNA
のような細長い分子は，溶液中では溶媒分子の熱運動によって糸玉状のような形を
形成しているため，金属被覆による導電性の変化を読み取るためには，まずこれを
直線状に伸長して，微細電極間に固定する必要がある．本研究で採用した交流電界
を用いた方法では，静電配向を利用することで DNA を電極上へ静電的に伸長固定す
る．この方法によれば，電界強度と印加周波数により DNA の挙動を操作できるため，
微小電極の形状や配置を工夫することで，DNA を電極間へ確実に伸長固定できる．
交流電界を用いて DNA を伸長固定する研究は，バイオ MEMS 分野ですでに広く用
いられている[34][35]が，これを DNA の金属被覆及びナノワイヤ形成に応用した例
は存在しない． 
また本研究では，単分子 DNA に相当する大きさを持ったナノチャネルの作製を行
い，これにより DNA を単分子レベルで分離してナノワイヤの形成を試みる．このと
き，ナノチャネル内に微細な間隔を有する 2 つの電極を設置することで，静電配向
によりナノチャネル内に進入した DNA を伸長固定し，その後金属被覆操作を行う．
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このデバイスを利用すれば，ナノチャネル内に単一のナノワイヤを形成することが
でき，また，単一ナノワイヤの電気的特性を評価することが可能である． 
さらに，本手法のように特異的な金属被覆が可能であれば，2 本鎖領域と 1 本鎖領
域が混在する DNA に対して，2 本鎖領域のみを金属被覆できる．このとき，金属被
覆されなかった 1本鎖領域をDNA分解酵素など他の生体分子の認識部位として使用
することもでき，これをナノバイオセンサとして応用することも可能である．金属
被覆された DNA ナノワイヤをセンシングに応用する研究例はこれまでに無く，これ
は非常に高い新規性を有する実験と言える．これにより，血中に含まれる DNA 分解
酵素に対応する濃度を検出できるデバイスを構築できれば，極微量血液から DNA 分
解酵素を検出するセンシングデバイスを実現することが可能である．また他にも，
DNA 折り紙などの構造体を部分的に金属被覆できれば，DNA を足場としたナノ電子
回路を構築することも可能であり，広範な用途への応用が期待できる．このように，
本研究が行う実験は，従来にない新しいアプローチを多数試みており，本研究はナ
ノバイオテクノロジーの発展に貢献する極めて新規性・独創性の高い研究であると
言える． 
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1.4 論文の構成 
本論分は 5 章から構成される．以下に各章の概要を紹介する． 
 
第 1 章 序論 
本研究の背景，本研究の目的，および，本研究に関連する従来の DNA 金属被覆方
法について述べた． 
 
第 2 章 2 本鎖 DNA の特異的金属被覆 
同じ鎖長の 1 本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA を用いた比較実験を行い，インターカレー
ションを利用した金属被覆が 2 本鎖 DNA に対して特異的に行われることを AFM 観
察により実証した結果について述べる．さらに，微細な電極間に DNA を伸長固定し，
金属被覆操作前後の電気的な特性を評価することで 2本鎖DNAへの特異性を確認し
た結果について述べる．この際，DNA の導電性の変化を交流インピーダンス法によ
り評価した結果について報告する． 
 
第 3 章 単一ナノワイヤの電気的特性評価 
単一のナノワイヤを形成するためにナノチャネルデバイスを作製し，これにより
形成された金属被覆 DNA の形状を SEM 観察した結果について述べる．そして，そ
の電気的な特性を評価した結果について報告する． 
 
第 4 章 部位特異的金属被覆とセンサ応用 
1 本鎖と 2 本鎖が複合した DNA を用いて部位特異的な金属被覆を行うことで形成
したナノワイヤについて述べる．まず，金属被覆操作を行うことで現われた DNA の
インピーダンスの変化について報告する．そして，この部位特異的金属被覆 DNA を
用いて DNase を検出するためのセンシングデバイスを作製し，その定量化を行った
結果について記す． 
 
第 5 章 結論 
本研究の結論をまとめ，今後の課題および展望について述べる． 
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第2章 2本鎖 DNAの特異的金属被覆 
 
 
 
 
 
 
2.1 緒言 
本研究が用いた還元基を有するインターカレータによる金属被覆法は 2 本鎖 DNA
に対して特異的である．序論で述べたように，このような特徴を有する金属被覆法
はこれまでに存在せず，2 本鎖領域と 1 本鎖領域が混在する DNA に対して 2 本鎖領
域のみを部位特異的に金属被覆することが可能である．また，2 本鎖 DNA の周囲の
みに還元基を配列させることができるため，均一な径を持った金属ナノワイヤを形
成できる可能性がある．そこで，同じ鎖長の 1 本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA を用いた比
較実験を行った．このとき，AFM（原子間力顕微鏡）による DNA 像の観察により比
較を行い，金属被覆操作前後で DNA の外径がどのような変化を示すか調べた．この
際，AFM プローブの位置合わせが行いやすくなるように，スピンコート法を用いて
基板全体に DNA を伸長し，金属被覆操作前後の外径測定を行った．これにより，イ
ンターカレーションを利用した金属被覆が 2本鎖DNAに対して特異的に行われるこ
とを実証した．また，本手法により形成されたナノワイヤを導体として扱うために
は，その電気的特性を把握することは非常に重要である．そこで，微細加工技術を
用いて，使用する DNA の長さに対応した微細な間隔を有する電極を形成し，その電
極間に DNA を伸長固定することで，金属被覆操作前後の DNA の電気的特性を明ら
かにした．このとき，DNA の伸長固定には静電配向を利用し，交流電界による静電
的な力を利用することで分子操作を行った．そして，1 本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA の
場合で比較実験を行い，本手法の特異性を電気的な観点から検証した． 
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2.2 DNAの調製 
本実験は比較実験のため，同じ鎖長（7249 bp）の 1 本鎖 DNA（M13mp18 Single Strand 
DNA (Virion DNA)，タカラバイオ）と 2 本鎖 DNA（M13mp18 RF DNA，タカラバイ
オ）を使用した．この 1 本鎖と 2 本鎖の DNA は共に環状 DNA であるため，まずこ
れを直鎖状にする必要がある．そこで，DNA 中の塩基配列を認識し，配列付近また
は配列内部で DNA を切断する制限酵素 SphI（タカラバイオ）を用いて DNA の切断
を行った．Fig.2.1 に SphI が認識する塩基配列と，切断する部位を示す．SphI の認識
する塩基配列は，本実験で使用した DNA 中には一箇所しか存在しないため，必要以
上に切断されることはない．1 本鎖 DNA については相補鎖が存在しないため，制限
酵素を用いて切断することができない．そのため本実験では，オリゴヌクレオチド
（日本遺伝子研究所製）を合成し 1 本鎖 DNA の一部を 2 本鎖にした後，制限酵素を
用いて切断を行った．Fig.2.2 に合成したオリゴヌクレオチドの塩基配列を示す．2
本鎖，1 本鎖 DNA の制限酵素による切断プロセスについて以下にそれぞれ述べる．
また，Fig.2.3 に 1 本鎖 DNA の制限酵素処理の概要図を示す． 
 
? 2 本鎖 DNA 
(1) 超純水をオートクレーブで 110 °C，20 min 処理し，滅菌水を作製する． 
(2) 1 U/μl の制限酵素 1 μl，10×H Buffer 2 μl，滅菌水 16 μl，20 μg/μl の 2 本鎖 DNA 1 
μl をマイクロチューブ内に混合し，37℃のインキュベータ内で 1 時間保持する． 
(3) 制限酵素の失活処理のため 65 °C の恒温炉内で 15 min 保持する． 
 
? 1 本鎖 DNA 
(1) 超純水をオートクレーブで 110 °C，20 min 処理し，滅菌水を作製する． 
(2) 20 μg/μl の 1 本鎖 DNA 2 μl，1 pM のオリゴヌクレオチド 2 μl と滅菌水 16 μl を混
合し，37 °C のインキュベータ内で 2 時間保持する． 
(3) 1 U/μl の制限酵素 1 μl，10×H Buffer 2 μl，滅菌水 16 μl，オリゴヌクレオチド付
き 1 本鎖 DNA 1 μl をマイクロチューブ内に混合し，37 °C のインキュベータ内
で 1 時間保持する． 
(4) 制限酵素の失活処理のため 65 °C の恒温炉内で 15 min 保持する． 
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制限酵素を用いて DNA を直鎖状へと変化させたことはアガロースゲル電気泳動
法により確認した．アガロースゲル電気泳動法は，DNA の鎖長と構造により分離す
る手法である．鎖長が短いほど泳動距離が長く，また，環状よりも直鎖状の方が泳
動距離は長くなる．Fig.2.4 および Fig.2.5 に 1 本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA の制限酵素処
理前後の電気泳動結果をそれぞれ示す．これより，制限酵素処理後の泳動距離の方
が長いことから，制限酵素により環状 DNA を切断できたことが確認された． 
 
Fig.2.1 制限酵素 SphI が認識して切断する塩基配列 
 
Fig.2.2 環状 1 本鎖 DNA を切断するために合成したオリゴヌクレオチド 
Fig.2.3 合成オリゴヌクレオチドを用いた 1 本鎖 DNA 切断の概要図 
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2.6 ナノワイヤの形成時間と径の関係 
これまでの実験では，銀イオンを含んだトレンス試薬を 3 時間反応させることで
DNA の周囲に金属を被覆した．このとき，DNA の直径が 2 nm 程度であるのに対し
て，得られたナノワイヤの外径は 11 nm 程度であり，径の変化だけで見ると約 5.5
倍の増加を見せた．今後の金属被覆 DNA ナノワイヤの応用において，高い導電性を
有しつつも，より均一な径を持ったナノワイヤを形成するために，還元剤の濃度を
20 nM とし，トレンス試薬の反応時間を 1 時間から 5 時間まで変化させた場合のナ
ノワイヤの外径を調べた． 
まず，SEM 観察によりナノワイヤの幅を計測し，その後，AFM を用いた観察によ
りその高さを調べた．トレンス試薬を導入してから 1 時間後に形成されたナノワイ
ヤの SEM 画像を Fig.2.14 に，AFM 画像を Fig.2.15(a, b)に示す．1 時間において既に
金属被覆 DNA ナノワイヤの形成が確認され，SEM 観察により計測されたナノワイ
ヤの幅は約 30 nm であり，AFM から観測された高さは約 6 nm であった．2 時間後に
形成されたナノワイヤの SEM 画像を Fig.2.16 に，AFM 画像を Fig.2.15(c, d)に示す．
SEM から観察されたナノワイヤは 1 時間の場合とほぼ同じ形状で，その幅は約 30 nm
であった．しかし，AFM から観測された高さは 10 nm であり，1 時間の場合よりも
わずかに大きい値を示した．3 時間後に形成されたナノワイヤの SEM 画像を Fig.2.17
に，AFM 画像を Fig.2.18 に示す．SEM から観察されたナノワイヤは 1，2 時間の場
合とほぼ同じ形状であり，その幅は約 30 nm であった．また，AFM から観測された
高さは約 11 nm と 2 時間の場合とほぼ同じ値を示した．さらに，このときナノワイ
ヤの表面形状を調べたところ，高さ 2～3 nm 程度の周期的な凹凸面を有しているこ
とがわかった．還元基を有するインターカレータを用いることで，銀原子 4～5 個か
ら形成される 1.5 nm 程度の径を持った銀ナノ粒子が DNA 鎖に沿って離散的に析出
することは既に確認されている[33]．本実験で得られたナノワイヤは，そのナノ粒子
を核として光還元によりさらに周囲に銀が析出したと考えられるため，この凹凸面
は核部分の銀ナノ粒子に起因して発生したと思われる．4 時間後に形成されたナノワ
イヤの SEM 画像を Fig.2.19 に，AFM 画像を Fig.2.20(a, b)に示す．SEM から観察され
たナノワイヤはこれまでと同様で約 30 nm の幅を有していた．AFM から観測された
高さは 20 nm であり，これまでの形成時間よりも大きな値を示した．5 時間後に形成
されたナノワイヤの SEM 画像を Fig.2.21 に，AFM 画像を Fig.2.20(c, d)に示す．する
と，この 1 時間で大きな変化が現われ，SEM 画像から計測された幅は約 90 nm 程度
を示し，AFM 画像から観測された高さは約 40 nm であった．このとき，1～4 時間後
に形成されたナノワイヤにおいて，SEM 画像から計測された幅はほとんど変化を示
さなかったが，これは径が非常に細いため，SEM の測定限界を超えて正確な計測を
 
 
 
 
行え
たグ
既に
増加
 
 
 
 
Fig.
 
 
ていない可
ラフを Fig
ナノワイヤ
が観測され
Fig.2.1
2.15 1 時間
能性がある
.2.22 に示す
の形成が確
た． 
4 形成時間
(a, b)，2 時
．AFM 観察
．このグラ
認され，導
1 時間のマ
間(c, d)後に
24
から得られ
フが示す通
入後 4 時間
イカ基板上
形成された
形状像と断
たナノワ
り，トレン
から 5 時
のナノワイ
マイカ基板
面像 
イヤの高さ
ス試薬導入
間にかけて
ヤの SEM
上のナノワ
の変化を示
後 1 時間か
急激な外径
画像 
 
イヤの AFM
し
ら
の
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2.1
Fig.2.1
Fig.2.18 3
6 形成時間
7 形成時間
時間後に形
2 時間のマ
3 時間のマ
成されたマ
その表
25
イカ基板上
イカ基板上
イカ基板上
面の断面形
のナノワイ
のナノワイ
のナノワイ
状 
ヤの SEM
ヤの SEM
ヤの AFM 形
画像 
画像 
 
状像と 
 
 
 
 
 
 
Fig
 
 
Fig.2.1
.2.20 4 時間
Fig.2.2
9 形成時間
(a, b)，5 時
1 形成時間
4 時間のマ
間(c, d)後に
5 時間のマ
26
イカ基板上
形成された
形状像と断
イカ基板上
のナノワイ
マイカ基板
面像 
のナノワイ
ヤの SEM
上のナノワ
ヤの SEM
 
画像 
イヤの AFM
画像 
 
 
 
 
 
 
27
 
Fig.2.22 形成時間とナノワイヤの高さの関係 
 
2.7 交流電界を用いた DNAの伸長固定 
本実験で使用した静電配向用デバイスの概要図を Fig.2.23 に示す．本デバイスは，
ガラス基板上に作製された電極間隔 1 μm の Au 薄膜製電極 2 組と PDMS（シリコー
ン樹脂）製のマイクロ流路から構成される．このデバイスでは誘電泳動による DNA
の操作は行わず，静電配向による力のみを利用し，その場にある DNA を再現性良く
伸長固定する．細い電極ではなく，広範囲にわたり電極を成膜しているため，多く
の DNA を伸長固定でき，また，電極剥離を起こすことがないと考えられる． 
 
 
Fig.2.23 静電配向用デバイスの概要図 
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まず，Si 基板を BHF に 3 分間浸漬し，超純水で 1 次，2 次洗浄を行った．次に，
Si 基板に SU-8 3050 を塗布し，500 rpm で 5 秒，3000 rpm で 30 秒スピンコートした
後に，ホットプレートにて 95 °C で 15 分間ベイクした．その後，I 線フィルタを通
して 20 秒間の露光後，65 °C で 1 分，95 °C で 5 分間ベイクし，PGMEA と IPA によ
る現像処理を行い，マイクロ流路の鋳型をパターニングした．そして，プラズマエ
ッチング装置による O2アッシング（10 ml/min，50 W，60 秒）を行い，150 °C で 3
分間ベイクを行った後，SU-8 の上に流入出口を設けるための土台であるリベットを
接着させた．このリベットにシリコンチューブを差し込み，硬化剤を混ぜた PDMS
を流し込んだ後，攪拌，脱泡を行い，65 °C の熱により PDMS を硬化させた．そし
て，1 時間かけて硬化させた後，PDMS カバーを Si 基板から取り外した．最後に，
PDMS に残ったリベットを引き抜くことで PDMS カバーを製作した．PDMS による
マイクロ流路を形成した後，基板を接着させるが，前述した通り PDMS は自己接着
性があるため，特殊な接合方法は必要なく，基板と接触させるだけで接着が可能で
ある．しかし，基板表面や PDMS 表面が油脂や埃などで汚れていれば接着しにくく，
表面状態が接着に大きな影響を及ぼすため注意が必要となる．このとき，基板と
PDMS の接着は電極間隔をマイクロ流路で覆うように行った． 
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Fig.2.25 マイクロ流路の製作プロセス 
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2.9 電極間に伸長固定した DNAの蛍光観察 
微細電極間への DNA の伸長固定には，静電配向を用いた．静電配向とは，交流電
界により発生する分極電荷によってフレキシブルなひも状の物体が電界方向に引っ
張られる現象である．この現象を利用することで，DNA をまっすぐに引き伸ばすこ
とができ，近傍にある電極表面にまで引き寄せることができる．本研究では，一定
の間隔を持った微細電極間に交流電圧を印加し，形成された交流電界を用いること
で DNA の伸長固定を行った．このとき，電極の間隔を DNA の長さ以下とすること
で，DNA の両端を固定することが可能である（Fig.2.26）． 
 
 
Fig.2.26 交流電界による DNA 伸長固定の原理図 
 
 
電極間への DNA の伸長固定のプロセスについて Fig.2.27 に示す．まず，PDMS 製
のマイクロ流路内に 100 pM の DNA 溶液を流し込み，1 MHz，1 MV/m の交流電圧を
印加する．これにより電極間に DNA が伸長固定されるため，30 分ほどその状態を
保持する．なお，本実験では電極間に伸長されたことを確認するため，DNA を蛍光
標識し，蛍光観察を行った．2 本鎖 DNA の蛍光標識には色素 SYBR Green I（50513，
タカラバイオ）を使用した．この蛍光色素は，2 本鎖 DNA とのインターカレーショ
ンにより蛍光強度を増大させる感度の高い発色用試薬である．この色素の励起波長
は 494 nm，蛍光波長は 521 nm である．また，使用した色素の濃度は 1 μM とした．
電極間に正弦波の交流電圧を印加した後の蛍光画像を Fig.2.28 に示す．電極間に橋渡
しされた蛍光の様子が観察され，複数の DNA が電極間に伸長固定されている様子が
わかる．  
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それに対応した抵抗，容量因子を近似することができる．例として最も基本的な等
価回路である抵抗RとコンデンサCが並列に接続されたRC並列回路を考えた場合，
これを複素インピーダンスプロット上に図示すると，直径 R の半円状になることが
知られている．これは合成インピーダンスの式から実数部と虚数部をわけた式で考
えると導出できるが，詳細は付録に示す．このように複素インピーダンスプロット
を用いれば，高周波数と低周波数の極限では，それぞれ原点と実数軸の座標（R, 0）
に交わることから，抵抗 R が半円の直径を用いることでその抵抗値を容易に導出で
きる．これにより，計測した実験値を基に，等価回路モデルを構築し，等価回路の
各パラメータを算出する． 
計測対象あるいは電極表面が電気的に不均一である場合，そのインピーダンス特
性は複素インピーダンスプロット上で完全な半円とならず，円弧の中心が実軸の下
方にずれることがある．実際の計測ではこのように半円が沈んだ形で現われること
が多く，そのような計測対象のモデル化には定位相要素（Constant phase element : CPE）
が利用される[46]-[49]．CPE を利用することで，不均質な対象を簡便にモデル化する
ことができるため，様々な研究において利用されている．CPE のインピーダンスは，
以下の式で表される． 
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このとき，p は CPE 指数，X は CPE 定数である．p は 0 から 1 の値を取り，p = 1 の
とき，ZCPEはコンデンサのインピーダンスと同形となり，X は容量成分と等価となる．
一方で，p = 0 の場合，ZCPEは周波数によらず一定値を示し，抵抗成分と等価となる．
Fig.2.32(a)に CPE の回路記号を示す．ここで，抵抗 R と CPE の並列回路（Fig.2.32(b)）
を考えた場合，その合成インピーダンスは以下の式によって表される． 
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イスをアナライザに接続した後，周波数の掃引を行う前に，まず「LCR meter」モー
ドでインピーダンスのリアルタイム測定を行った．電極間に DNA が伸長固定される
と，インピーダンスの値が伸長固定前と比較すると明らかに減少する．そこで，1 kHz
の周波数を印加したときのインピーダンス値を「LCR meter」モードで調べて DNA
の伸長固定を確認し，その後周波数の掃引を行った．Fig.2.33 に測定の概要図を示す． 
金属被覆操作前後の特性評価は以下の手順で行った．まず，マイクロ流路内に 100 
pM の DNA 溶液を流し込み，静電配向を用いて電極間に DNA を伸長固定した．そ
して，上記の条件により金属被覆操作前の DNA のインピーダンス特性を調べた．次
に，10 nM のインターカレータ溶液を導入し，流路内に溶液が満たされた状態を 30
分間保持することで還元基を DNA の周囲に配列させた．ここで，DNA と結合しな
かった余分なインターカレータを除去するために流路内を超純水で置換し，その後
トレンス試薬を導入した．そして，流路内に 0.1 M のトレンス試薬が満たされた状
態を 5 時間保持し，再び超純水を導入して流路内の洗浄を 1 時間以上行った．ここ
でさらに，インピーダンス計測を行うことで金属被覆操作後の特性評価を行った．
このとき，PSMcomm ソフトウェアを使用してデータの解析を行った． 
 
 
Fig.2.33 インピーダンスアナライザを用いた交流インピーダンス法による 
電気的特性計測の概要図 
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Fig.2.34 2 本鎖 DNA の金属被覆前の複素インピーダンスプロット(a)および 
その等価回路(b, c) 
 
 
Fig.2.35 2 本鎖 DNA の金属被覆後の複素インピーダンスプロット(a)および 
その等価回路(b) 
Im
ag
in
ar
y 
pa
rt 
of
 im
pe
da
nc
e 
[k
Ω
]
50 100 150 200 2500
-50
-100
-150
-200
0
Real part of impedance [kΩ]
Experimental results
Fitting curve
f
(b)
(a)
(c)R1 (80 kΩ) 
ZCPE1 ZCPE2
R2 (10 MΩ) X1 [Fsn-1]
7.0×10-12 0.95
0.571.6×10-8
p1
p2X2 [Fsn-1]
0 2 4 6 10
10
Real part of impedance [Ω]
Im
ag
in
ar
y 
pa
rt 
of
 im
pe
da
nc
e 
[Ω
]
8
8
0
2
4
6
(a)
(b)
R
(8.5 Ω) L
Experimental results
Fitting results
 
 
 
 
2.11
一
値を
れた
等価
で被
本鎖
 
Fig
 
 1本鎖 D.2
方で，1 本
持ち，2 本鎖
．そして，
回路は同様
覆されなか
DNA に対
.2.36 金属被
Im
ag
in
ar
y 
pa
rt 
of
 im
pe
da
nc
e 
[k
Ω
]
(b)
(a)
(d)
NAの金属
鎖 DNA の金
DNA の場
1 本鎖 DNA
の形で表さ
ったことを
して特異的
覆操作前後
0
-100
-200
-300
-400
0
R1 (200 k
ZCPE1
R1 (215 k
ZCPE1
被覆操作
属被覆を行
合と同様に
の場合で
れた（Fig.
示しており
であること
の 1 本鎖
その
100 20
Real p
Before m
After me
Fitting c
Ω) 
ZC
R2 (10
Ω) 
ZC
R2 (10
41
前後の電気
う前のイン
抵抗と CP
は，電気的
2.36）．つま
，このこ
が確認され
DNA の複素
等価回路
0 300
art of impe
etallization
tallization
urve
(c
PE2
 MΩ)
(e
PE2
 MΩ)
的特性 
ピーダンス
E の並列回
な特性に変
り，この結
とからも本手
た． 
インピーダ
（b, c, d, e）
400
dance [kΩ]
) X1 [Fsn
2.0×10
1.2×10
X2 [Fsn
) X1 [Fsn
5.0×10
1.0×10
X2 [Fsn
は，200 k
路で表せる
化は見られ
果は 1 本鎖
法による金
ンスプロッ
500
-1]
-12 1
0.54-8
p1
p2-1]
-1]
-12 1
0.52-7
p1
p2-1]
Ω 程度の抵
ことが確認
ず，電極間
DNA が金
属被覆が
 
ト(a)および
600
抗
さ
の
属
2
 
 
 
 
2.1
2.12
電
ヤの
電位
引速
用極
の 3
では
て作
 
 
 
2 金属被
 電気化学.1
気化学アナ
直流特性を
を直線的に
度などに関
（Working 
電極法に
，2 つの電
用極をもう
Fig.
C
ur
re
nt
Workin
覆 DNA
アナライ
ライザ（BA
評価した．
一定の速度
しては，T
electrode），
よる測定を行
極間の特性
一方の電極
2.37 金属被
Applied
Rg
ナノワイ
ザを用いた
S Inc., ALS
本実験では
でスイープ
able2.1 の条
参照極（R
うことで電
を測るため
と接続する
覆 DNA の
 Voltage
eference
42
ヤの直流
直流特性
/Model802B
，初期電位
させたとき
件で行った
eference elec
流‐電圧特
，参照極と
ことで測定
直流特性を
Electrochem
ALS
Counter
特性の評
の計測 
）を用いて
を 0 とし，
の応答電流
．通常，電
trode），対極
性の評価
対極を合わ
を行った
評価する際
P
ical Analyzer
価 
金属被覆 D
そこから 0
を測定し
気化学アナ
（Counter
を行う．し
せて一方の
（Fig.2.37）．
の測定概要
C
Powe
NA ナノワ
.1 V まで電
た．また，
ライザは，
 electrode）
かし，本実
電極へ，そ
 
図 
r
イ
極
掃
作
で
験
し
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.12
前
性は
DNA
によ
は約
した
（F
 
 
 
Tabl
初期電気 
最高電位 
最低電位 
初期極性 
走査速度 
 金属被覆.2
項で述べた
オームの法
は導体と
りさらにそ
9.8 Ω であ
ところ，外
ig.2.39）． 
e2.1 電気化
DNAナ
手法により
則に従って
して振舞っ
の実証がで
ることがわ
径 20-40 nm
Fig.2.38
0
5
10
C
ur
re
nt
 [m
A
]
学アナライ
0 V 
0.1 V 
0 V 
Positive 
0.05 V/sec
ノワイヤの
測定を行っ
いることが
ており，低抵
きたと言え
かった（F
程度の銀ナ
 金属被覆
0
43
ザを用いた
 
ス
サ
電流－電圧
たところ，
わかった．
抗を有し
る．そして
ig.2.38）．さ
ノワイヤ
DNA ナノワ
50
Voltage [
直流特性評
イープ回数
ンプル間隔
静止時間 
感度 
特性 
金属被覆 D
2.11.1 項の
ていること
，その傾
らに，SEM
が形成され
イヤの直流
mV]
価の計測条
 
 
NA ナノワ
実験結果
は確認され
きから読み
を用いて
ていること
 
特性 
100
件 
1 
1 mV 
0 sec 
10-6 A/V 
イヤの直流
より金属被
たが，本実
取れる抵抗
電極間を観
が確認され
特
覆
験
値
察
た
 
 
 
 
 
 
 
2.1
本
属被
DNA
的に
に D
行っ
の場
形成
凸面
唆さ
確認
てお
そし
たと
さ
が 2
の交
前後
固定
DNA
3 まとめ
研究では，
覆すること
を用いた
行われるこ
NA を伸長
た．1 本鎖 D
合では外径
が確認され
を有してお
れた．また
された．ト
り，AFM 観
て，5 時間
ころ，100 
らに，1 本
本鎖 DNA
流電圧を印
の導電性を
される様子
は SYBR 
Fig.2.39 
 
還元基を有
でナノワイ
比較実験を
とを AFM
し，金属被
NA では被
が約 2 nm
た．形成さ
り，その構
，金属被覆
レンス試薬
察だけで
後にはその
nm 以下の金
鎖 DNA と
に対して特
加すること
交流インピ
は倒立顕微
Green で，1
金属被覆 D
するインタ
ヤを形成し
行い，本手
観察により
覆操作の前
覆操作によ
から 11 nm
れたナノワ
造は銀クラ
を行う時間
導入後から
なく，SEM
外径は 40
属ナノワイ
2 本鎖 DNA
異的に行わ
により，D
ーダンス法
鏡を用いた
本鎖はその
44
NA ナノワ
ーカレータ
た．実際に
法による金
確認した．
後における
る外径の変
程度にまで
イヤの表面
スターが鎖
によってナ
1 時間です
観察により
nm に増加し
ヤが形成
の電気的特
れることを
NA を微小
により計測
蛍光観察に
中央部と相
イヤの SEM
を用いて 2
，同じ鎖長
属被覆が 2
スピンコー
DNA の外
化は見られ
増加し，こ
形状を調べ
状に連なっ
ノワイヤの
でに DNA
その形成を
，SEM 観
されている
性を明ら
確認した．電
電極間に伸
した．静電
より確認
補的な FIT
 
画像 
本鎖 DNA
の 1 本鎖 D
本鎖 DNA
ト法により
径測定を A
なかったが
れにより銀
たところ
た形状で
外径が変化
の外径は 6
確認するこ
察による幅
ことを確認
かにするこ
極間に 1 M
長固定し，
配向により
した．この
C 修飾オリ
を特異的に
NA と 2 本
に対して特
マイカ基板
FM を用い
，2 本鎖 DN
ナノワイヤ
，周期的な
あることが
する様子
 nm に増加
とができた
の測定を行
できた． 
とで，本手
Hz，1 MV/
金属被覆操
DNA が伸
とき，2 本
ゴヌクレオ
金
鎖
異
上
て
A
の
凹
示
も
し
．
っ
法
m
作
長
鎖
チ
 
 
 
 
45
ドを用意し，これをハイブリダイゼーションさせることで標識化した．DNA のイン
ピーダンスを複素平面上に図示した結果，その特性は大きさの異なる 2 つの半円か
ら成ると考えられ，それぞれが DNA のインピーダンスと，DNA－電極界面のインピ
ーダンスを表していると推定した．そして，R-CPE 並列回路を用いることで実測値
に対するフィッティングを行い，DNA の抵抗値を推定した．その結果，金属被覆操
作を行う前の DNA の抵抗値は約 80 kΩ と推察された．そして，これに対して金属被
覆を行うと 2 本鎖 DNA の導電性は約 10000 倍上昇し，その抵抗値は約 8.5 Ω を示し
た．金属被覆操作を行う前の 1 本鎖 DNA の特性は 2 本鎖 DNA と同様に R-CPE 並列
回路で表すことができ，その抵抗値は約 200 kΩ と推察された．ここで，金属被覆を
行った場合，DNA の抵抗値に大きな変化は見られず，215 kΩ の値を示した．これは，
本手法による金属被覆が 2本鎖DNAに対して特異的であることを示している．また，
金属被覆 DNA ナノワイヤの直流特性を調べたところ，その特性はオームの法則に従
っており，その抵抗値は約 9.8 Ω を示した．このときのナノワイヤを SEM 観察した
ところ，外径 20-40 nm 程度の銀ナノワイヤの形成が確認された．なお，本章の内容
の一部を文献[38]に報告した． 
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第3章 単一ナノワイヤの電気的特性
評価 
 
 
 
 
3.1 緒言 
これまでの実験により，本手法が 2 本鎖 DNA を特異的に金属被覆できることを確
認でき，その電気的な特性を明らかにした．しかし，これまでに使用したデバイス
では，マイクロ流路中を流れる DNA を微細電極間にランダムに伸長固定しており，
固定化される本数を制御することはできていなかった．そのため，実験の度に電極
間のインピーダンス，特に DNA のインピーダンスが大きく異なっており，伸長固定
された本数を把握することが非常に困難であった．そこで本章では，DNA を単分子
レベルで分離できるナノチャネル[39]-[42]を利用してナノワイヤを形成し，その形成
本数を把握できるデバイスの開発を行った．通常，DNA は溶液中ではランダムコイ
ル状態を形成しているが，DNA の慣性半径よりも小さいナノ空間であるナノチャネ
ル中に導入すると，DNA は単分子レベルで伸長されつつ分離されることが知られて
いる[43]．一方で，DNA の慣性半径と同程度の大きさを持つナノチャネルに対して
は，ランダムコイル状態を示す球形の高次構造を保ちつつ，ナノチャネル内に単分
子レベルで進入する．ナノチャネルの作製には FIB 装置を利用し，使用した DNA の
慣性半径と同程度の大きさを持つナノチャネルの形成を行った．これにより，DNA
を単分子レベルで分離しつつ，ナノチャネル内に進入させることができる．このと
き，ナノチャネル中に微細な間隔を有する微細電極を作製し，静電配向を利用すれ
ば，単分子レベルで進入したランダムコイル状態の DNA を確実に電極間へ伸長固定
できる．そして，ナノチャネル中にインターカレータおよび銀イオンを拡散させる
ことで金属被覆を行い，SEM 観察により形成されたナノワイヤの本数を確認する．
ここで，交流インピーダンス法を用いた計測を行うことで電極間の抵抗値を推定す
ることができれば，ナノワイヤ 1 本当たりの抵抗値を推測することができる． 
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Fig.3.4 ナノチャネルデバイスの製作プロセス 
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昇し始め，約 500 kHz でピークを迎えるようなスペクトルが得られた．これらの挙
動は，電極間に容量性成分が含んでいることを示しており，形成されたナノワイヤ
が完全な導体としては振舞っておらず，接触抵抗等の存在により寄生容量が発生し
ていることを示唆している． 
 
 
 
Fig.3.12 金属被覆 DNA ナノワイヤの周波数特性 
 
 
また，ここで得られたインピーダンスを複素平面上に図示したグラフを Fig.3.13(a)
に示す．半円が一つだけ現れており，高周波の極限は原点より実軸の正の方向へシ
フトした箇所に収束している様子が観察された．この実測値に対して RC 並列回路を
用いた場合（Fig.3.13(b)）と R-CPE 並列回路を用いた場合（Fig.3.13(c)）とでそれぞ
れフィッティングを行った．すると，R-CPE 並列回路を用いた場合に，よりフィッ
ティングした結果を得ることができ，また，18.5 Ω の抵抗が直列に連なっている等
価回路で表されることがわかった．ここで現れた容量性成分は，電極間のナノワイ
ヤが銀クラスターを鎖状に連ねた形状であることを示唆している．つまり，等価回
路中の Rbは DNA の周囲に析出した銀の抵抗値を表しており，Rcは銀クラスター間
の接触抵抗を示していると考えられる． 
ここで，電極間に形成されたナノワイヤの本数とそれぞれのナノワイヤの平均幅
（W1 = 154 nm，W2 = 250 nm），ナノワイヤ（電極間隔）の長さ（L = 15 μm）がわか
っているため，式(5)を用いて銀の抵抗率の算出を試みた． 
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πρ   (5) 
 
その結果，抵抗率 ρ = 8.35 × 10-8 Ωm が得られた．これはバルク銀の抵抗率（ρ = 1.59 
× 10-8 Ωm）と比較すると若干大きな値であるが，従来研究と比較すると 100 倍以上
小さい抵抗率である[30]．また，ここで得られた抵抗率を利用して 2 つのナノワイヤ
の抵抗値を算出したところ，平均幅 154 nm のナノワイヤは 67.2 Ω，平均幅 250 nm
のナノワイヤは 25.5 Ω という値が得られた． 
 
 
 
Fig.3.13 金属被覆 DNA ナノワイヤの複素インピーダンスプロット(a)および 
その等価回路(b, c) 
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Fig.3.16 周期構造を有するナノワイヤの太い箇所の分布 
 
 
Fig.3.17 周期構造を有するナノワイヤの細い箇所の分布 
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おり，R-CPE 並列回路を用いた場合に，よりフィッティングした結果を得ることが
できた．等価回路中の Rb は DNA の周囲に析出した銀の抵抗値を表しており，Rcは
銀クラスター間の接触抵抗を示していると考えられる．フィッティングの結果，銀
の抵抗値 Rbの値は 19.0 Ω であり，これが R-CPE 並列回路に対して直列に連なって
いる等価回路で表されることがわかった． 
 
 
Fig.3.19 周期構造を有するナノワイヤの複素インピーダンスプロット(a)および 
その等価回路(b, c) 
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3.7 まとめ 
ナノチャネルと交流電界を用いることによって，ナノチャネル中の微小電極間に
単分子 DNA を伸長固定し，還元基を有するインターカレータを用いることによって
ナノワイヤを形成した．作製したナノチャネルデバイスは，ナノチャネルが形成さ
れ，熱酸化膜が成膜されたシリコン基板と，その基板上に成膜された 2 つの微細電
極，そしてマイクロ流路を有する PDMS カバーから構成される．ナノチャネルは FIB
装置によりシリコン基板上に作製し，使用した λDNA の慣性半径と同程度の大きさ
になるように幅，高さ共に 500 nm になるように設定した．このとき，イオンビーム
の形状はガウス分布に従っているため，ナノチャネルは V 字型の形状で形成された．
まず，ナノチャネル内に DNA が導入される様子を観察するために，微細電極を持た
ないナノチャネルデバイスを使用して，蛍光観察を行った．すると，毛細管力によ
ってナノチャネル中に進入するランダムコイル状態の DNA を観察することに成功
した．そして，実際に微細電極を形成して 1 MHz，20 Vp-pの交流電圧を印加するこ
とで，ランダムコイル状態でナノチャネル中に進入した DNA を電極間に伸長固定す
ることに成功した．さらに，伸長固定した DNA に対して還元基を有するインターカ
レータ，およびトレンス試薬の導入を行うことで金属を被覆した．インターカレー
タの溶液濃度が 5，10，200 nM の場合では低濃度であるほど細いナノワイヤが形成
できており，100 nm 以下の外径を持ったナノワイヤを形成することに成功した．ま
た，10 nM で形成された 2 本のナノワイヤの電気的特性評価を行ったところ，その
直流特性はオームの法則に従っており，45.5 Ω の抵抗値を持っていることがわかっ
た．これを交流インピーダンス法により評価したところ，寄生容量の存在が確認さ
れ，析出した金属内での接触抵抗の存在が示唆された．このとき推定された銀の抵
抗値から抵抗率を算出したところ，バルク銀の抵抗率に近い値を得ることができた．
この値からナノワイヤの抵抗値を推定したところ，外径の平均幅が 154 nm のナノワ
イヤは 67.2 Ω，平均幅 250 nm のナノワイヤは 25.5 Ω という値が得られた．インター
カレータの溶液濃度が 20 nM の場合のみ，これまでに無いほど細く，周期構造を有
するナノワイヤが観察された．外径は 40 nm 以下で，全てのナノチャネル内で同様
の形状で観察され，外径のばらつきも非常に小さい値を示した．このナノワイヤの
電気的特性を評価したところ，上記と同様に寄生容量の存在が確認され，析出した
金属内で接触抵抗が存在していると考えられた．光還元による銀の析出を調べたと
ころ，還元剤が無い状態では金属ナノワイヤは形成されず，還元基を有するインタ
ーカレータが金属被覆 DNA ナノワイヤの形成に大きく関与していることが実証さ
れた．なお，本章の内容の一部を文献[45]に報告した． 
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第4章 部位特異的金属被覆とセンサ
応用 
 
 
 
 
4.1 緒言 
前章までで，還元基を有するインターカレータを用いた DNA の金属被覆方法につ
いて議論した．この手法では，インターカレーションを利用して DNA 鎖の周囲に還
元基を配列させるため，2 本鎖 DNA に対して特異的な金属被覆が行える．これによ
り，DNA を金属被覆することで均一な径と安定した抵抗値を有する比較的低抵抗の
ナノワイヤを形成することに成功した．また，同じ鎖長の 1 本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA
を用いた比較実験を行うことで，インターカレーションを利用した金属被覆が 2 本
鎖 DNA に対して特異的に行われることを確認した．この手法によれば，2 本鎖と 1
本鎖が混在する DNA に対して 2 本鎖部分のみを金属被覆することが可能であり，
DNA 折り紙などの構造体を部分的に金属被覆できれば，DNA を足場としたナノ電子
回路を構築することが可能である．また，金属被覆されなかった 1 本鎖領域を他の
生体分子の認識部位として使用することもでき，これをナノバイオセンサとして応
用することも可能である．そこで本章では，2 本鎖領域と 1 本鎖領域が混在する DNA
を用いて，2 本鎖領域のみが部位特異的に金属被覆された DNA の形成を試みた．そ
して，DNA の AFM 観察を行い，金属被覆操作前後での電気的特性の評価を行うこ
とで 2 本鎖が部位特異的に金属被覆されたことを確認した．さらに，この金属被覆
DNA をセンシングへ応用するために，DNA 分解酵素の検出を試みた．このとき，検
出は微小電極間に伸長固定した部位特異的金属被覆 DNA の電気的特性を交流イン
ピーダンス法により評価することで行った． 
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Fig.4.7 に示したグラフの縦軸は金属被覆操作後のインピーダンスの減少率を表す．
どのデバイスにおいてもDNAのインピーダンスが減少しており，部位特異的にDNA
が金属被覆されていることが示唆された．本実験では，DNA のインピーダンスは金
属被覆により平均で約 54 %減少した． 
しかし，それと同時に，DNA と電極界面のインピーダンスも全てのデバイスで減
少した．本実験では，1 本鎖 DNA の中心部にオリゴヌクレオチドを結合させてその
部分を特異的に金属被覆しているため，これを電極間に伸長固定した際，電極上に
位置する DNA の端の部分は金属が被覆されず，電極界面のインピーダンスは被覆操
作の前後で変化しないはずである．しかしながら，おそらく電場の強い電極近傍に
還元剤分子が引き寄せられ残留することが原因で，電極近傍に銀が析出する現象が
高頻度で観察された．このために，電極と DNA の界面のインピーダンスに 30 %程
度の減少率が生じたものと考えられる．なお，デバイス 5 と 6 については 80 %程度
の大きな減少率を示しているが，これはデバイスの電極間隔が狭いことに起因して
いると考えられる．DNA の全長が 2 μm であるのに対して，本実験で使用した電極
の間隔は 1 μm であったことから，2 本鎖部分が電極間の中心に配置されず，電極近
傍に位置した可能性がある．これにより，電極の近傍で DNA が金属被覆されたため，
電極界面のインピーダンスが大きく減少したと思われる． 
 
 
Fig.4.5 金属被覆操作前後の 1 本鎖／2 本鎖 DNA 複合体の 
複素インピーダンスプロット 
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特性と同様に低周波側と高周波側で 2 つの円弧が観察された．このとき，得られた
低周波側の実測値の値が非常に安定していたことから，フィッティングの手法を変
更した．これまでは，実測値とフィッティングカーブが一致したときの抵抗値を算
出していたが，ここでは各同一周波数における実部，虚部それぞれのインピーダン
スの実測値と推定値が同じ値になるようにフィッティングを行った．その結果，DNA
の抵抗値が約 21 kΩ，DNA と電極界面の抵抗値が 25 MΩ 程度であるときに実測値と
ほぼ一致するフィッティング結果が得られた（Fig.4.10）．そして，この DNA を部位
特異的に金属被覆した後の複素インピーダンスプロットを Fig.4.9 に示す．これも金
属被覆操作前と同様に 2 つの円弧が確認されており，DNA の抵抗値が約 16 kΩ，DNA
と電極界面のインピーダンスが約 21 MΩ のときに実測値と一致するフィッティング
結果が得られた（Fig.4.10）．式(6)より算出される DNA の抵抗値の減少率は 23.8 %で
あった． 
 
 
 
Fig.4.8 金属被覆操作前の 1 本鎖／2 本鎖 DNA 複合体の 
複素インピーダンスプロット 
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Fig.4.9 金属被覆操作後の 1 本鎖／2 本鎖 DNA 複合体の 
複素インピーダンスプロット 
 
 
 
Fig.4.10 金属被覆操作前後の 1 本鎖／2 本鎖 DNA 複合体の 
複素インピーダンスプロットから推察された等価回路 
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これと同様の実験を複数回行ったところ，Fig.4.9 と異なる金属被覆操作後の特性
が確認された．この場合の金属被覆操作前後の特性をそれぞれ Fig.4.11，Fig.4.13 に
示す．金属被覆操作前の特性はこれまでと同様で，DNA の抵抗値が 89 kΩ，DNA と
電極界面の抵抗値が 10 MΩ のときに実測値と一致するフィッティング結果が得られ
た（Fig.4.12）． 
  
 
Fig.4.11 金属被覆操作前の 1 本鎖／2 本鎖 DNA 複合体の複素インピーダンス 
プロット 
 
 
Fig.4.12 金属被覆操作前の 1 本鎖／2 本鎖 DNA 複合体の複素インピーダンス 
プロットから推定された等価回路 
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Fig.4.13 金属被覆操作後の 1 本鎖／2 本鎖 DNA 複合体の複素インピーダンス 
プロット 
 
 
 
Fig.4.14 金属被覆操作後の 1 本鎖／2 本鎖 DNA 複合体の複素インピーダンス 
プロットから推定された等価回路 
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そして金属被覆操作を行うと，Fig.4.9 の場合と異なり，DNA のインピーダンスを
示す半円が高周波の極限で原点に収束せず，実軸上の正の方向にシフトしているこ
とがわかる．これを等価回路で描くと R-CPE 並列回路に抵抗成分が直列に接続され
た形で表されることになる（Fig.4.14）．これは，析出した銀の抵抗値 R0 に起因する
ものであるが，電極間に大きな銀が析出している可能性がある．そこで，電極間を
SEM 観察し，電極間の様子を調べた．すると，DNA の中央部分で被覆された銀とは
考えにくい電極の界面において，多くの銀が析出している様子が観察された
（Fig.4.15）．これは前項で述べたように，還元剤が電極に引き寄せられその近傍で銀
が析出したことを示唆している．なお，本実験で用いた 1 本鎖／2 本鎖 DNA 複合体
の金属被覆のように銀の析出箇所が局所的であれば，R-CPE 並列回路の抵抗値が減
少するだけであり，高周波の極限において実軸上のシフトは起こらないと考えられ
る． 
DNA，DNA と電極界面の抵抗値の減少率について，電極間隔が 1 μm の場合と 2 μm
に広げた場合とで比較したグラフを Fig.4.16 に示す．電極間隔を広げたことで，DNA
の抵抗値を減少させつつ，電極界面の抵抗値の減少を抑えることに成功した．これ
により，電極間隔が 1 μm であると 2 本鎖部分が電極間の中心に配置され，電極近傍
で金属被覆されていた可能性が高いことを確認できた．しかし，電極間隔が 2 μm の
場合においても，上述したように銀が大きく析出することがあり，複素インピーダ
ンスプロット上の高周波の極限において実軸上の正の方向にシフトしてしまう結果
が観察された．これは，金属被覆操作を全てマイクロ流路内で行っていることに起
因していると考えられる．この方法では，トレンス試薬がマイクロ流路内に満たさ
れた状態で長時間放置されるため，その間に銀イオンが PDMS や基板上に付着し，
不必要な箇所に銀が析出している可能性がある． 
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に示す．これまでと同様に小さな半円と，大きな半円の一部と思われる円弧が観察
され，その等価回路は R-CPE 並列回路が 2 つ連なった形であると推察された．この
ときの DNA の抵抗値は 7.5 kΩ であり，これまでと比較すると小さい値で推定され
た．これは，トレンス試薬混合溶液の導入により，マイクロ流路内に残留した銀イ
オンの影響によるものと考えられる．そして，同じ流量で送液し続け，洗浄開始か
ら 8 時間後に得られた複素インピーダンスプロットを Fig.4.20 に示す．Fig.4.19 のグ
ラフと同じ特徴を有するスペクトルとなっており，等価回路も同様の形で表された．
しかし，フィッティングの際に得られた等価回路の素子の値を比較すると，DNA の
インピーダンスは 68 kΩ，DNA と電極界面のインピーダンスは 7.5 MΩ であると推察
され，洗浄 1 時間後の抵抗値と比較するとそれぞれの抵抗値が大きく増加している
ことがわかる． 
 
 
Fig.4.19 洗浄開始から 1 時間後の DNA の複素インピーダンスプロット(a)と 
その等価回路(b, c) 
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Fig.4.20 洗浄開始から 8 時間後の DNA の複素インピーダンスプロット(a)と 
その等価回路(b, c) 
 
 
洗浄開始 1 時間後から 8 時間後までの DNA のインピーダンスの変化を示したグラ
フを Fig.4.21 に示す．このグラフは，複素インピーダンスプロットから推定された等
価回路より，DNA のインピーダンスを示す R-CPE 並列回路のみを抽出して，フィッ
ティング操作により得られた値を用いて図示したものである．これを見ると，洗浄
開始時の DNA のインピーダンスは低く，時間が経過するごとに流路内が洗浄されて
インピーダンスが徐々に大きくなっている様子がわかる．そして，6 時間～8 時間後
に関しては，インピーダンスはほぼ変化していない．ここで，算出した DNA の抵抗
値Rtを 1時間前のDNAの抵抗値Rt-1と比較して，その変化率を次式により算出した． 
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1-t
t
R
RR =Δ   (7) 
 
その結果，5 時間後から 6 時間後にかけての DNA の抵抗値の増加率は 1.74 程度であ
るのに対して，7 時間後から 8 時間後の増加率は 1.01 程度を示した．6 時間以降の増
加率の値は極めて小さい値であり，流路内に残留した銀イオンは全て除去されたと
考えることができる．また同時に，電極間から DNA が剥離していないと考えること
もできる．つまり，0.5 μl/min の流量であれば，DNA を剥離させることなく，マイク
ロ流路中への溶液導入が行えると言える． 
 
 
Fig.4.21 洗浄操作による DNA のインピーダンスの変化 
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みたところ，Fig.4.23 に示すように流速を 1.0 μl/min とすることでその抵抗値が大き
く変化していることがわかる．つまり，1.0 μl/min 以上の流量で洗浄操作を行ってし
まうと，伸長固定された DNA が電極間から剥離してしまい，電極間のインピーダン
スが大きくなり続けてしまうことが示唆された．そのため，洗浄操作を行う際の流
量は 0.5 μl/min とし，DNA のインピーダンスの変化を見ながら洗浄完了のタイミン
グを見計らうこととした． 
 
 
Fig.4.22 洗浄開始から 9 時間後の DNA の複素インピーダンスプロット(a)と 
その等価回路(b, c) 
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Fig.4.23 流速を 1 μl/min に上げた際の DNA のインピーダンスの変化 
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Fig.4.26 DNase 溶液（10-2 unit/μl）導入後の DNA の複素インピーダンスプロット(a)
およびその等価回路(b) 
 
 
 
Fig.4.27 等価回路から推定された DNase 導入前後の DNA のインピーダンスの変化
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Fig.4.29 DNase 溶液（10-5 unit/μl）導入後の DNA の複素インピーダンスプロット(a)
およびその等価回路(b) 
 
 
 
Fig.4.30 等価回路から推定された DNase 導入前後の DNA のインピーダンスの変化
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4.6 まとめ 
還元基を有するインターカレータを用いて 1 本鎖／2 本鎖 DNA 複合体の 2 本鎖領
域のみを部位特異的に金属被覆した．金属被覆操作後の DNA の外径測定を AFM 観
察により行ったところ，2 本鎖部分のみ外径が増加しており，部位特異的な金属被覆
が確認された．微細電極間に伸長固定し部位特異的金属被覆 DNA の AFM 観察を試
みたが，カバーガラス，石英基板，シリコン基板のいずれの基板を使用しても電極
間に橋渡しされた DNA を観察することはできなかった．これは，基板由来の表面粗
さにより観察できないことや，電極の製作時の O2 アッシング等のプロセスにより
DNA の形状が得られないレベルの凹凸が発生していることが示唆された． 
また，金属被覆操作前後の導電性を交流インピーダンス法により計測した．電極
間隔を 1 μm と設定して計測を行った結果，DNA のインピーダンスは金属被覆によ
り減少し，その減少率は平均で約 54 %を示した．しかし同時に，DNA と電極の界面
に発生したインピーダンスも大きな減少率を示し，電極間隔が短すぎたことから電
極の界面部において銀が析出している可能性が示唆された．そこで，電極間隔を 2 μm
に広げて同様の実験を行った結果，界面のインピーダンスの減少率を抑えつつ，DNA
のインピーダンスを減少させることに成功した．このとき，金属被覆後の特性には
大きく 2 つのパターンがあり，稀に DNA のインピーダンスを表す半円の高周波側の
極限が，原点より実軸の正の方向へシフトする結果が得られた．そして，デバイス
の SEM 観察を行ったところ，主に電極の界面付近で大きな銀が析出している様子が
観察された．これは，トレンス試薬の導入を，マイクロ流路を通じて行っているこ
とに起因していると考えた．そこで，マイクロチューブ内で金属被覆を行い，その
後，その金属被覆 DNA の溶液をマイクロ流路内に導入することで特性評価を行った．
すると，DNA のインピーダンスを示す半円の高周波側の極限は全て原点に向かって
収束する様子が観測され，部位特異的金属被覆 DNA の特性は高周波側でのシフトを
示さないことが確認された．マイクロ流路にトレンス試薬が満たされた状態では，
銀イオンの影響により DNA のインピーダンスを正しく抽出することができないた
め，超純水による洗浄時間に伴う電極間のインピーダンス変化を調べた．すると，
約 5～6 時間程度の洗浄時間で DNA のインピーダンスがほとんど変化しないことを
確認でき，マイクロ流路内に散在した不必要な銀イオンの除去を確認できた．この
とき，送液は 0.5 μl/min の流量で行っており，これを 1.0 μl/min に増やすと DNA の
インピーダンスが急激に上昇し，流量を大きくしすぎると伸長固定された電極間の
DNA が剥離することがわかった． 
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そして，この微細電極間に伸長固定した部位特異的金属被覆 DNA をセンシングに
応用するために，DNase の検出を試みた．検出は DNase 溶液導入前後の電極間の特
性を交流インピーダンス法により調べることで行った．この場合においても，DNase
溶液がマイクロ流路内に満たされた状態ではその溶媒の影響により DNA のインピ
ーダンスを正しく抽出することができないため，慎重に洗浄操作を行い，実験を行
った．すると，DNase 溶液を導入することで電極間の特性が明らかに変化しており，
推定された等価回路からDNAの抵抗値を比較したところ，10-2 unit/μlの場合では3.87，
10-5 unit/μl の場合では 1.24 という増加率を得ることに成功した．さらに，DNase の
溶液濃度を 10-6～10-1 unit/μl まで変化させた際の，DNA の抵抗値の増加率を調べた
ところ，低濃度では増加率が小さく，高濃度になるほど増加率が大きくなる正の相
関を有することが確認された．電極界面のインピーダンスを小さくするために，金
属被覆される箇所を精密に制御するなどして，さらに高感度に測定を行うための検
討が必要であるが，低濃度 DNase の検出に有用であることが示唆された． 
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第5章 結論 
 
 
 
 
5.1 結論 
本研究では，還元基を有するインターカレータを用いて 2 本鎖 DNA を特異的に金
属被覆し，交流インピーダンス法を用いることでその電気的な特性を明らかにした．
まず，同じ鎖長の 1 本鎖 DNA と 2 本鎖 DNA を用いた比較実験を行うために，スピ
ンコート法によりマイカ基板上に伸長した DNA の金属被覆操作前後での外径測定
を AFM 観察により行った．1 本鎖 DNA では金属被覆操作による外径の変化は見ら
れなかったが，2 本鎖 DNA の場合では外径が約 2 nm から 11 nm 程度にまで増加し，
銀ナノワイヤの形成が確認された．次に，金属被覆操作前後の DNA の電気的特性を
調べることで 2 本鎖 DNA に対する特異性を確認した．静電配向用デバイスを用いて
DNA を微細電極間に伸長固定し，交流インピーダンス法により電極間の導電性を計
測した．そして，計測されたインピーダンスを複素平面上に図示し，等価回路の推
定とフィッティング操作を行い，DNA のインピーダンスを算出した．1 本鎖 DNA に
対して金属被覆操作を行った場合では，その抵抗値にほとんど変化は見られなかっ
たが，2 本鎖 DNA の場合では，金属被覆操作によりその導電性が約 10000 倍上昇す
る様子が確認され，本手法の特異性が電気的な観点からも確認することができた． 
また，ナノチャネルデバイスの作製を行い，単一の金属被覆 DNA ナノワイヤの形
成を試みた．毛細管力により単分子レベルでナノチャネル中に進入した DNA を静電
配向により伸長固定し，インターカレータおよび銀イオンを導入したところ，銀ナ
ノワイヤの形成が確認された．このナノワイヤの直流特性はオームの法則に従って
いることがわかった．また，これを交流インピーダンス法により評価したところ，
寄生容量の存在が確認され，析出した金属内での接触抵抗の存在が示唆された．こ
のとき推定された銀の抵抗値から抵抗率を算出したところ，バルク銀の抵抗率に近
い値を得ることができた．インターカレータの溶液濃度が 20 nM の場合では，周期
構造を有するナノワイヤが観察され，その外径は 40 nm 以下を示した．このナノチ
ャネルデバイスを利用すれば，細く均一な径を有するナノワイヤを単一レベルで形
成できる可能性があり，また，作製するナノチャネルの数により形成されるナノワ
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イヤの本数を制御することが可能になると考えられる． 
さらに，1 本鎖／2 本鎖 DNA 複合体を用いることで 2 本鎖領域のみを部位特異的
に金属被覆した DNA ナノワイヤを形成した．金属被覆された DNA を AFM により
観察したところ，2 本鎖が形成されている箇所のみ外径が 5 nm 程度に隆起している
様子が確認された．この DNA の導電性を交流インピーダンス法により計測したとこ
ろ，部位特異的な金属被覆により DNA のインピーダンスを示す半円が減少する様子
が観測された．また，この電極間に伸長固定した部位特異的金属被覆 DNA をセンシ
ングへ応用するために，DNase の検出を試みた．すると，DNase 溶液を導入するこ
とで DNA のインピーダンスが明らかに増加することがわかった．推定された等価回
路から DNA の抵抗値を比較し，その増加率を求めたところ低濃度の 10-5 unit/μl を導
入したときでも 1.24 という値を得ることに成功した．また，この増加率と DNase の
溶液濃度の関係を調べたところ，高濃度になるほど増加率が大きくなる正の相関を
有することが確認され，金属被覆 DNA が DNase の検出に有用であることが示唆さ
れた．2 本鎖領域を増やすなどして金属被覆される箇所を制御すれば，更なる高感度
検出を目指すことも可能であり，低濃度 DNase の検出に応用できると考えられる． 
 
 
5.2 今後の課題と展望 
今回 DNase を検出するために用いた DNA は，局所的な中心部しか 2 本鎖を形成
していなかったため，電極との結合箇所は金属被覆されていない 1 本鎖 DNA の部分
であり，電極界面でのインピーダンスが非常に大きく現われていた．また，この 1
本鎖／2 本鎖 DNA 複合体では，溶液操作の際，その流体の影響で電極から剥離して
しまう可能性があった．そのため，2 本鎖 DNA が形成される箇所をさらに増やして，
電極と結合する部分も金属被覆することができれば，結合は強固なものとなり，流
体の影響により電極間から DNA が剥離する可能性は激減すると考えられる．さらに，
金属箇所が増えることで DNA のインピーダンスが減少するため，DNase 導入前後で
のインピーダンス変化が大きくなり，より高感度な測定の実現が期待される．そし
て，ナノチャネルデバイスを利用すれば，DNA を単分子レベルで分離すことができ，
また，形成されるナノワイヤの本数を制御することも可能であるため，再現性のあ
る測定を目指したデバイスを構築することが可能となる．これらの検討を行うこと
で，小型で安価，高感度かつ高性能な DNase 検出センサを開発し，医療現場等にお
いての活躍を期待することができる． 
また，本実験で評価に用いた交流インピーダンス法は，測定対象の周波数特性を
調べることにより種々の抵抗に分離することができる．本実験においても DNA のイ
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ンピーダンスのみを抽出して計測したように，汎用性に富んでおり，様々なセンシ
ングに応用が利くと考えられる．これにより，種々のタンパク質を対象とした計測
を行うことも可能であると考えられる．例えば，1 本鎖／2 本鎖 DNA 複合体を用い
て 1本鎖領域を極わずかにしておけば金属被覆されたDNAによるナノ電極ギャップ
を作製することも可能となる．そして，ギャップ部分の 1 本鎖領域をタンパク質や
その他生体分子を結合させるのりしろ部分として利用することができれば，結合前
後の電極間のインピーダンスを読み取ることでセンシングを行うことが可能になる
と考えられる．  
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付録 
A: 交流インピーダンス 
交流インピーダンス法は，計測対象に交流電圧を印加し，得られたインピーダン
スの周波数特性から対象の状態を推定する手法である．インピーダンスは，ある周
波数における回路の交流電流の妨げになる量として定義される．一般的に，交流回
路におけるインピーダンス Z は，交流電圧と交流電流をそれぞれ時間の関数 E(t)，I(t)
とすると式(9)のように表される． 
 
ImRe)(
)( jZZeZ
tI
tEZ j +=== θ    (9) 
 
E と I の大きさの比からインピーダンス Z の大きさが，位相差 θからインピーダンス
の実部 ZReと虚部 ZImがそれぞれ求められる．これらの計測を，周波数を走査しなが
ら行うことで測定対象のインピーダンス特性が得られる．インピーダンス計測にお
いて，界面等のインピーダンスを議論する際に基本的に用いられるコンデンサ C の
インピーダンス ZCは以下のように表せる． 
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このとき，印加電圧信号の周波数をパラメータとし，得られたインピーダンスの実
数成分 ZReを横軸に，虚数成分 ZImを縦軸として複素平面上に図示したものを複素イ
ンピーダンスプロットと呼ぶ．抵抗 R の特性を複素平面状に図示すると，これは周
波数に依存しない実数成分なので，実数軸上の抵抗値を示す点で表される（Fig. 1）．
コンデンサ C は周波数に依存し，高周波になるほど低インピーダンスになる虚数成
分であるため，周波数 f の変化に伴い，虚数軸上を移動する（Fig. 2）． 
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Fig. 1 複素平面状に図示した抵抗 
素子の特性 
Fig. 2 複素平面上に図示した 
コンデンサの特性 
 
バルク，粒界，電極／試料界面などを電気回路に等価として表したものを等価回
路と呼び，その代表的なものは抵抗 R とコンデンサ C を直列，または並列に連ねた
形で表すことができる．実際の測定対象はもっと複雑で有限個の抵抗，容量の組み
合わせで完全な等価回路を作ることはできないが，基本的な等価回路を参考にして，
それに対応した抵抗，容量因子を近似することができる．計測した実験値を基に，
等価回路モデルを構築し，等価回路の各パラメータを算出する．例として最も基本
的な等価回路である抵抗 R とコンデンサ C が並列に接続された RC 並列回路を考え
る．この並列回路の合成インピーダンス Z は次式のように表される． 
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よって，インピーダンス Z を実数部 ZReと虚数部 ZImに分けると，以下のような関係
が得られる． 
2Re )(1 CR
RZ
ω+
=    (14) 
 
2
2
Im )(1 CR
CRZ
ω
ω
+
=    (15) 
 
式(14)と式(15)から ωを除去すると，実数部 ZReと虚数部 ZImの関係は以下のように
なる． 
 
2
2
Im
2
Re 22
⎟⎠
⎞⎜⎝
⎛
=+⎟⎠
⎞⎜⎝
⎛
−
RZRZ    (16) 
 
この式から，RC 並列回路のインピーダンススペクトルの形は，直径 R の半円状にな
ることがわかる．Fig. 3(a)に式(16)から描かれる RC 並列回路の複素インピーダンス
プロットを示す．高周波数と低周波数の極限では，それぞれ原点と実数軸の座標（R, 
0）に交わる．半円の頂点の周波数は 1/RC の関係を持ち，RC は時定数と呼ばれる．
このように実数軸と虚数軸で表現する方法を用いれば，抵抗 R が半円の直径から容
易に導出できる．また，Fig. 3(b)のように抵抗R1とRC並列回路が直列に連なる場合，
原点から高周波側の極限の座標から R1の値を求めることができ，半円の直径から R2
を求めることができる．また，時定数 RC が一つの半円に対応するため，時定数の数
からインピーダンスの特徴を視覚的に捉えることができる．一般的に，複数の時定
数が存在し，時定数の値が 2 桁ほど異なれば，容量性半円は分離する． 
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